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学位論文の内容の要旨 
報 告 番 号 甲第 2942 号 氏  名 舘越 勇輝 
Upregulation of AMP deaminase in the vicinity of the SR via translational regulation by miR-301b 
contributes to diabetic cardiomyopathy 
(miR-301b による翻訳調節を介した筋小胞体近傍の AMP deaminase 発現増加は糖尿病性心
筋症に寄与する) 
研究目的 
 2 型糖尿病と心血管疾患は強い相関を示すことが知られる。2 型糖尿病は冠動脈硬化を
介する心筋虚血障害だけではなく、心筋自体にも代謝、構造、機能的異常をもたらし、糖
尿病性心筋症を惹起する。糖尿病性心筋症は発症早期から左室拡張機能障害を呈し、左室
駆出率の保たれた心不全 (HFpEF) の主要な危険因子である。左室拡張機能障害はしばし
ば後負荷の上昇により増悪し、非代償性心不全を発症させる。実際、症候性心不全の半数
以上の症例では HFpEF がその主病態であると報告されている。さらに、安静時に症候の無
い 2 型糖尿病患者において負荷心エコーにより診断された左室拡張障害は、心血管死亡の
予測因子であることが示されている。これらの成績から、糖尿病性心筋症における潜在性
左室拡張機能障害に対する治療介入の重要性が示唆される。 
 AMP deaminase (AMPD) は AMP から IMP と NH3 が生成される反応を触媒し、ATP 代謝
回転が速い状態で蓄積する過剰な AMP を除去することにより細胞内のエネルギー代謝の
恒常性維持に寄与する。最近我々は、2 型糖尿病ラットモデルである Otsuka Long-Evans 
Tokushima Fatty rat (OLETF) の心筋 AMPD 活性が、安静時およびフェニレフリン持続静注
による圧負荷誘導後のいずれにおいても非糖尿病対照ラットである Long-Evans-Tokushima 
Otsuka rat (LETO)より 2 倍以上高いことを報告した。AMPD 活性上昇は Adenine nucleotides 
pool 及び ATP の減少と関連し、一方、心筋 ATP レベルは拡張機能の指標である左室弛緩
時定数 (tau) および左室拡張末期圧 (LVEDP) と有意な負の相関を示した。これらの成績
から AMPD 活性上昇が ATP レベルの低下を介して潜在性の拡張機能障害および後負荷増
大に伴う非代償性心不全に寄与することが示唆され、AMPD 活性が糖尿病性心筋症の治療
標的になる可能性がある。そこで本研究では 2 型糖尿病心筋において AMPD 活性が上昇す
る機序について AMPD 蛋白の発現レベルの制御に焦点を当てて検討した。 
研究方法 
 25-30 週齢の LETO と OLETF を用いて以下の実験を行った。 
[実験 1] in vivo における左室収縮能/拡張能の検討: 麻酔調節呼吸下で右頸動脈から圧測定
用カテーテルを挿入した。左室内圧を経時的に測定することにより、左室収縮能、拡張能
の指標となるパラメーターを記録した後、心臓を摘出し、左室心筋組織を液体窒素により
瞬時に冷却し、-80℃で保存した。 
[実験 2] 全細胞分画および筋小胞体 (SR) 分画における心筋 AMPD3 蛋白発現レベル:  
1) 全細胞分画: 左室心筋組織をホモゲナイズし、ウェスタンブロット (WB) 法により抗
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AMPD3 抗体を用いて蛋白の発現レベルを定量した。 
2) SR 分画: 左室心筋組織をホモゲナイズし、10,000 g で 20 分間遠心分離した後に得られ
た上清を 40,000 g でさらに 45 分間遠心分離した。得られた沈殿を 0.6 mol/L KCL, 20 
mmol/L Tris-HCl (pH 6.8) の緩衝液に懸濁し、再度 40,000 g で 45 分間遠心分離し得られた
沈殿を SR 分画とした。AMPD3 蛋白発現レベルは全細胞分画と同様に評価した。 
[実験 3] 心筋 AMPD3 蛋白発現レベルの制御機構の検討: 
1) ユビキチン・プロテアソーム系による AMPD3 分解: 心筋可溶化液に、DMSO またはプ
ロテアソーム阻害剤 MG-132 (50 μmol/L) を添加し、37℃にて 6 時間静置前後の AMPD3 蛋
白レベルの変化を WB 法により評価した。また抗 AMPD3 抗体による免疫沈降物を用いて
WB 法によりユビキチン化蛋白量を評価した。 
2) AMPD3 mRNA の発現量: 左室心筋組織から総 RNA を抽出し、RT-PCR 法により AMPD3 
mRNA の発現を定量評価した。 
3) 翻訳制御因子の発現量: 左室心筋組織から総 RNA を抽出し、その cDNA を蛍光標識後
に DNA microarray を用いて翻訳開始因子(eIFs)、翻訳伸長因子 (eEFs)、翻訳終結因子
(eRFs)、eIF4E 結合蛋白 (4E-BP)、ポリ A 鎖結合蛋白 (PABP) の mRNA 発現量を評価した。
4) microRNA (miRNA) による蛋白発現修飾: 
  (a) miRNA array 解析: 左室心筋組織から miRNA を含む RNA 分画を抽出し、   
  TaqMan® Rodent MiRNA Array v2.0 を用いて 595 種の miRNA の発現を解析した。 
  (b) miRNA inhibitorによる解析: LETOと比較してOLETFで50%以上減少し、かつAMPD3 
  mRNA 3’非翻訳領域 (3’UTR)との結合がアルゴリズムにより予測された miRNA に対し
  て相補的な inhibitor を作製し H9c2 細胞にトランスフェクションした。72 時間後に WB
 法で AMPD3 蛋白発現量を定量した。 
  (c) ルシフェラーゼレポーターアッセイ: 野生型 (WT) AMPD3 3’UTR 配列、または変 
  異型 (Mut) AMPD3 3’UTR 配列を挿入したルシフェラーゼレポータークローンを作製し
  た。それぞれのベクター及び、miRNA inhibitor または対照オリゴヌクレオチドを H9c2 
 細胞に共発現させ、72 時間後に各群のルシフェラーゼ活性を測定した。 
(d) miRNA mimetic による解析: miRNA mimetic を作製し、H9c2 細胞にトランスフェクシ
ョンした。72 時間後に WB 法で AMPD3 の蛋白発現を比較した。 
研究結果 
[実験 1] 
OLETF では LETO と比較して、有意な体重の増加 (638.6±13.8 vs. 536.5±9.2 g)、血糖高値
(500.4±27.3 vs. 342.9±24.4 mg/dL) 及び血中インスリン高値 (1.7±0.5 vs. 0.5±0.1 ng/mL)を認
めた。心拍数は有意に低かった (280.9±12.9 vs. 363.2±5.8 bpm) が、血圧は同等であった。
また、左室弛緩の指標である tau は有意に延長し (8.7±1.0 vs. 6.2±0.5 ms)、LVEDP は統計学
的有意差を認めなかったものの高い傾向を示した。 
[実験 2] 
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1) AMPD3 は全長型および N 末端切断型として存在し、そのいずれもが酵素活性を有す
る。OLETF では全長型 90-kDa AMPD3 の蛋白レベルは LETO と比較して約 3 倍高かった。
AMPD 活性も OLETF で LETO よりも有意に高かったが、その差は蛋白レベルの差よりも
小さく、N 末端切断型 78-kDa AMPD3 の蛋白レベルが OLETF と LETO で同等であること
が影響していると考えられた。 
2) SR 分画においても全細胞分画と同様に OLETF における 90-kDa AMPD3 の蛋白レベルお
よび AMPD 活性は LETO と比較して有意に高かった。 
[実験 3] 
1) OLETF、LETO のいずれにおいても MG-132 添加は時間依存性の蛋白レベル低下を抑制
したが、その程度は OLETF 群でより強かった。また、ユビキチン化 AMPD3 蛋白レベル
は OLETF で LETO よりも増加していた。以上より、ユビキチン－プロテアソームを介し
た AMPD3 蛋白分解は OLETF で LETO よりもむしろ亢進していることが示唆された。 
2) AMPD3 mRNA の発現レベルは OLETF と LETO で同等であった。 
3) 翻訳制御因子である eIFs、eEFs、eRFs、4E-BP、PABP の mRNA 発現レベルはいずれも
OLETF と LETO で同等であった。 
4) (a) 検出された 595 種の miRNA のうち、OLETF では LETO と比較して 57 種の miRNA
 の発現レベルが 50%以上減少していた。miRNA 標的予測アルゴリズム (miRanda,   
 MiRBase および TargetScan) により、57 種の miRNA のうち miR-301b、miR-130b、 
 let-7a、miR-384、miR-494 が AMPD3 mRNA 3’UTR に結合する可能性が示唆された。 
 (b) H9c2 細胞において 90-kDa AMPD3 の蛋白レベルは、miR-301b inhibitor および let-7a 
 inhibitor のトランスフェクションにより有意に上昇したが、miR-384、miR-494 または  
miR-130b の inhibitor による変化は観察されなかった。一方、いずれの miRNA inhibitor 
も 78-kDa AMPD3 の蛋白レベルを変化させなかった。 
 (c) H9c2 細胞において miR-301b inhibitor は WT AMPD3 3’UTR レポータークローンと共
 発現させるとルシフェラーゼ活性を有意に上昇させたが、Mut AMPD3 3’UTR レポータ
 ークローンとの共発現ではルシフェラーゼ活性に影響を与えなかった。一方 let-7a  
 inhibitor は WT および Mut AMPD3 3’UTR レポータークローンいずれとの共発現でもル
 シフェラーゼ活性を変化させなかった。 
(d) H9c2 細胞において miR-301b mimetic のトランスフェクションは 90- kDa AMPD3 の蛋
白レベルを 13.2%減少させた。 
考察 
 本研究は 2 型糖尿病心筋において AMPD3 活性亢進をもたらす新規の機序を明らかにし
た。すなわち、糖尿病心筋では全長型 90-kDa AMPD3 の蛋白レベルが上昇し、全細胞分画
および SR 分画のいずれにおいても AMPD 活性が上昇する。その発現レベル上昇には転写
や蛋白分解の修飾は寄与せず、miR-301b による翻訳調節が重要な役割を果たす。 
 SR 近傍の ATP レベルは左室拡張機能を制御する主要な因子である。拡張期の細胞質か
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らの Ca2+除去の 70%は筋小胞体 Ca2+-ATPase (SERCA2a) によりなされ、そのエネルギー需
要 (52 kJ) は心筋収縮に重要な actomyosin ATPase (45-50 kJ) よりも高いことが報告されて
いる。実際に我々は OLETF において拡張機能障害が ATP レベルと相関することを報告し
た。SR はグリコーゲン顆粒、グリコーゲン分解酵素、解糖系酵素、AMPD などの分子と
SR-glycogenolytic complex (SRGC) を形成する。単離 SR への解糖系基質の添加は、外因性
の ATP 添加よりもはるかに効率的な SR への Ca2+取り込みを惹起する。これらの成績は
SERCA2a が SR 近傍でグリコーゲン分解/解糖系により産生された ATP を優先的に消費し
て心筋拡張を促進することを示唆し、SRGC における AMPD3 レベルの増加は、この近傍
の ATP を枯渇させ、圧負荷時の拡張機能障害を助長すると考えられる。 
 糖尿病が miR-301b の発現を修飾する機序についてはこれまで検討されていないが、肺
癌細胞、前立腺癌細胞においては Hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) が miR-301b の発現
亢進に重要な役割を果たすことが報告されている。2 型糖尿病患者において HbA1c レベル
と HIF-1α蛋白レベルが負の相関を示すとの報告から、高血糖による HIF-1α発現低下が糖
尿病心筋における miR-301b の発現低下に寄与する可能性がある。 
 心不全が心筋における miRNA の発現異常と関連することが報告されており、心不全の
原因により異常を示す miRNA が異なることが知られる。例えば、miR-19 は拡張型心筋症
では発現が低下するものの虚血性心筋症では低下しないことや、右心不全と左心不全では
異なる miRNA 発現修飾が観察される。糖尿病性心筋症においては、miR-133a の発現低下
が心筋細胞におけるオートファジー亢進に関連することが報告されている。一方、糖尿病
を合併した不全心では miR-200c の発現が最も増加しており、その標的として MAP キナー
ゼを不活化する脱リン酸化酵素 DUSP-1 が同定されている。これらの成績から糖尿病性心
筋症の発症進展と転帰には、異なった分子を標的とする複数の miRNA の発現異常が影響
する可能性が考えられる。 
 特異的 AMPD 阻害薬は糖尿病性心筋症における AMPD 活性亢進の機能的意義を解析す
るための有用なツールと考えられる。Zabielska らは心筋ホモジネート、単離心筋細胞、マ
ウス摘出灌流心、マウス心臓のいずれにおいても AMPD 活性を阻害する化合物を報告し、
Admyer らは 884000 種の化合物を High-throughput Screening により解析し、4 つの特異的
AMPD 阻害薬を見出している。糖尿病性心筋症による心筋収縮/拡張機能障害がこれらの化
合物により改善されるのか、今後の検討が必要である。 
結論 
 糖尿病性心筋症では miR-301b の発現低下による翻訳調節により全長型 90-kDa AMPD3
蛋白発現が増加する。SR 分画における AMPD3 蛋白レベルの増加および活性上昇はこの近
傍における ATP レベルを低下させ、SERCA2a による Ca2+取り込み抑制と左室拡張機能障
害に寄与する可能性がある。 
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結果の要旨 
  糖尿病性心筋症の特徴として、左室後負荷増大により増悪する左室拡張機能障害が
あり、その機序に心筋 AMPD 活性の亢進が関与することが報告されている。本研究で
は、2型糖尿病によって心筋 AMPD 活性が亢進する機序の解明を目的とした。2 型糖尿
病モデルラットの心筋では、全細胞分画および SR 分画のいずれにおいても 90-kDa 
AMPD3 の蛋白レベル、及び活性が上昇していることが示された。さらに AMPD3 蛋白レ
ベルの上昇には、プロテアソーム系による分解の抑制や AMPD3 遺伝子の転写亢進では
なく、miR-301b による AMPD3 mRNA の翻訳抑制の減弱が寄与することが明らかにされ
た。本研究は、糖尿病性心筋症における左室拡張障害発症に大きく寄与している
AMPD3 の蛋白発現増加の分子機序を初めて明らかにし、糖尿病による心不全の予防の
ための新たな分子標的を示唆したものであり、学位に値するという評価で審査員全員
が一致した。 
 
